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@ Multivalente Antikorper-Konstrukte 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein multivalents F v - 
Antikorper-Konstrukt mit mindestens vier variablen Do- 
manen, die uber die Peptidlinker 1, 2 und 3 miteinander 
verbunden sind. Ferner betrifft die Erfindung Expressi- 
onsplasmide, die fur ein solches F v -Antik6rper-Konstrukt 
codieren, und ein Verfahren zur Herstellung der F v -Anti- 
korper-Konstrukte sowie deren Verwendung. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffl multivalente F v -Anli- 
kbrper-Konstrukte, sie kodierende Expressionsplasmide, 
und ein Verfahren zur Herstelluog der F v -Antikbrper-Kon- 5 
strukte sowie ihrc Verwendung. 

Naturiiche Antikorper sind Dimere und werden daher als 
bivalent bezeichnet Sie weisen vier variable Domanen, 
namlich zwei V H - und zwei V L -Domanen, auf. Die varia- 
blen Domanen dienen als Bindungsstellen ftir ein Aoligen, 10 
wobei eine Bindungsstelle aus einer Vh- und einer V L - Do- 
mane ausgebildet ist. Naturiiche Antikorper erkennen je- 
weils ein Antigen, wodurch sie auch als monospezihsch be- 
zeichnet werden. Ferner weisen sie auch konstante Doma- 
nen auf. Diese tragen zur Stabilitat der naturlichen Antikor- 15 
per beL Andererseits sind sie auch fur unerwunschte Im- 
munreaktionen mitverantwortlich, die entstehen, wenn na- 
turiiche Antikorper verschiedener Tierarten wechselseitig 
verabreicht werden. 

Zur Venneidung solcher Iiiuuunreaktionen werden Anti- 20 
korper konstruiert, denen die konstanten Domanen fehlen. 
Insbesondere sind dies Antikorper, die nur noch die varia- 
blen Domanen aufweisen. Solche Antikorper werden rnit 
F v -Antik6rpcr-Konstruktcn bezeichnet Dicsc licgcn haufig 
in Form einzelkettigen sich miteinander gepaarter Mono- 25 
mere vor, 

Es hat sich allerdings gezeigt, daB F v -Antikbrper-Kon- 
slrukle nur eine geringe Stabilitat aufweisen. Dire Verwend- 
barkeit fur therapeutische Zwecke ist daher stark einge- 
schrankt. 30 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zu- 
grunde, einen Antikorper hereitzusteilen, mit. dem uner- 
wiinschte Tmmunrcaktioncn vermicden werden kbnnen. Fer- 
ner soil er eine Stabilitat aufweisen, die inn fiir therapeuti- 
sche Zwecke einsetzbar macht 35 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den 
Patentanspruchen erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein mul- 
tivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt, das eine groBe Stabilitat 
aufweist. Ein solches eignet sich fur diagnostische und the- 40 
rapeutische Zwecke. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen 
des Anmelders, daB die Stabilitat eines F v -Antikbrper-Kon- 
struktes erhoht werden kann, wenn dieses in Form eines ein- 
zelkettigen Dimeres vorliegt, bei dem die vier variablen Do- 45 
manen uber drei Pepddlinker miteinander verbunden sind. 
Ferner hat der Anmelder erkannt, daB sich das F v -Antikor- 
per-Konstrukt mit sich selbst faltet, wenn der mittlere Pep- 
ddlinker eine Lange von etwa 10-30 Aminosauren aufweist. 
Dcs wcitcrcn hat der Anmelder erkannt, daB sich das F v - An- 50 
tikdrper-Konstrukt mit anderen F v -Antikbrper-Konstrukten 
zusammenfaltet, wenn der mittlere Pepddlinker eine Lange 
von etwa bis zu 10 Aminosauren aufweist, wodurch ein 
muttimeres, d. h. multivalentes, F v .-Antikbrper-Konstrukt 
eriialten wird. Auch hat der Anmelder erkannt, daB das F Y - 55 
Antikorper- Konstrukt multispezitisch sein kann. 

ErfindungsgemaB werden die Erkenntnisse des Anmel- 
ders genutzt, ein multivalentes F v -Antikbrpcr-Konslrukt bc- 
reitzustellen, das mindestens vier variable Domanen umfaBt, 
die uber die Peptidlinker 1, 2 und 3 miteinander verbunden 60 
sind. 

Der Ausdruck "Fv-Antikbrper-Konstrukt'' weist auf einen 
Antikorper hin, der variable Domanen, nicht aber konstante 
Domanen aufweist. 

Der Ausdruck "multivalentes F v -Antikbrper-Konstrukt" 65 
weist auf einen F v - Antikorper hin, der mehrere variable Do- 
manen, jedoch mindestens vier aufweist Solches wird er- 
reicht, wenn sich das einzelkettige F v -Antikbrper-Konstrukt 
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mit sich selbst faltet, wodurch vier variable Domanen gege- 
ben sind, oder sich mit anderen einzelkettigen FyAntikbr- 
per-Konstrukten zusammenfaltet In lelzterem Fall liegt ein 
F v -An tikdrper-Konstrukt vor, das 8, 12, 16, etc. variable Do- 
manen aufweist Giinstig ist es, wenn das F v -AnUkorper- 
Konstrukt vier oder acht variable Domanen aufweist, d. b. 
es ist hi- oder tetravalent (vgl . Fig. 1 ). Femer kbnnen die va- 
riablen Domanen gleich oder verschieden voneinander sein, 
wodurch das Antikorper- Konstrukt ein oder mehrere Anti- 
gene erkennt Vorzugsweise erkennt das Antikbrper-Kon- 
strukt ein oder zwei Antigene, d. h. es ist mono- bzw. bispe- 
zifisch. Beispiele solcher Andgene sind die Proteine GDI 9 
undCD3. 

Der Ausdruck "Pepddlinker 1, 3" weist auf einen Pepdd- 
linker hin, der geeignet ist, variable Domanen eines F v - An- 
tikorper- Konstruktes miteinander zu verbinden. Der Pepdd- 
linker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die 
Aminosauren Glycin (G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt 
sind. Die Pepddlinker 1 und 3 kbnnen gleich oder verschie- 
den voneinander sein. Ferner kann der Pepddlinker eine 
Lange von etwa 0-10 Aminosauren aufweisen. In ersterem 
Fall ist der Peptidlinker lediglich eine Pepddbindung aus 
dem COOII-Rest einer der variablen Domanen und dem 
NH 2 -Rcst cincr anderen der variablen Domanen. Vorzugs- 
weise weist der Pepddlinker die Aminosauresequenz (Kj 
auf. 

Der Ausdruck "Pepddlinker 2" weist auf einen Peptidlin- 
ker hin, der geeignet ist, variable Domanen eines F v -And- 
kbrper-Konstruktes miteinander zu verbinden. Der Peptid- 
linker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die 
Aminosauren Glycin (G), Serin (S) und ProUn (P) bevorzugt 
sind. Femer kann der Pepddlinker eine T^ange von etwa 
3-10 Aminosauren, insbesondere 5 Aminosauren, und ganz 
besonders die Aminosauresequenz GGPGS, aufweisen, wo- 
durch erreicht wird, daB sich das einzelkettige Fv-Antikbr- 
per-Konstrukt mit anderen einzelkettigen Fv-Antikbrper- 
Konslrukten zusaimnenf altet. Des weiteren kann der Pepdd- 
linker eine Lange von etwa 11-20 Aminosauren, insbeson- 
dere 15-20 Aminosauren, und ganz besonders die Amino- 
sauresequenz (G4S) 4 , aufweisen, wodurch erreicht wird, daB 
sich das einzelkettige F v -Antikbrper-Konstrukt mit sich 
selbst faltet. 

Ein erfindungsgemaBes F v -Andkbrper-Konstrukt kann 
durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Gtinstig ist ein 
Verfahren, bei dem fur die Pepddlinker 1, 2 und 3 kodie- 
rende DNAs nut fur die vier variablen Domanen eines F v - 
Antikbrper-Konstruktes kodierenden DNAs tigiert werden 
derart, daB die Peptidlinker die variablen Domanen mitein- 
ander verbinden, und das erhaltene DNA-Molekul in einem 
Exprcssionsplasmid cxprimicrt wird. Es wird auf die Bei- 
spiele 1-5 verwiesen. Hinsichtlich der Ausdrucke "Fv-And- 
kbrper-Konstrukt" und "Pepddlinker" wird auf vorstehende 
AusfUhrungen verwiesen. Erganzend wird auf Maniads, T. 
et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory 1982, verwiesen. 

DNAs, die fiir ein erfindungsgemaBes Fv-Antikbrper- 
Konstrukt kodieren, sind ebenfalls Gegenstand der vorlie- 
genden Erfindung. Ferner sind Expressionsplasmide, die 
solche DNAs enthalten, auch Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung, Bevorzugte Expressionsplasmide sind pDISC3 x 
19-LL, pDISC3 x 19-SL, pPiC-DISC-LL und pPIC-DISC- 
SL. Diese wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammlung fiir 
Mikroorganismen und Zellen) am 30. April 1998 unter 
DSM 12150, DSM 12149, DSM 12152 bzw. DSM 12151 
hinterlegt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Kit, umfassend: 
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(a) ein erfindungsgemafies F v -Antik6rper-Konstrukt, 
und/oder 

(b) ein erGndungsgemaBes Expressionsplasmid, sowie 

(c) iibliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel und 
Kontrollen. 

Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder meh- 
rere Vertreter vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung stellt ein multivalentes F v - An- 
tikdiper-Konstrukt bereit, bei dera die variablen Domanen 
Qber Pepudlinker raiteinander verbunden sind. Ein solches 
Antikorper-Konstrukt zeichnet sich dadurch aus, da6 es 
keine Teile enthalt, die zu unerwiinschten Immunreaktionen 
fiihren konnen. Ferner weist es eine groBe Stabilitat auf. Des 
weiteren ermoglicht es mehiere Antigene gleichzeitig zu 
binden. Das erfindungsgemaBe F v -Antik6rper-Konstrukt 
eignet sicb daher bestens nicht nur fiir diagnoslische, son- 
dern auch fiir therapeulische Zwecke verwendet zu werden. 
Solche Zwecke konnen hinsichllich jeder Erkrankung, ins- 
besondere einer viralen, bakleriellen oder Tumor-Erkran- 
kung, gesehen werdeo. 

Kurze Beschreibung der Zeicbnungeo 

Fig. 1 zeigt die genetische Organisation eines erfindungs- 
gemafien F v -Antik6rper-Konstruktes (A) und Schemata zur 
Bildung eines bivalenten (B) bzw. tetravalenten F v -Antikor- 
per-Konslruktes (C). Ag: Antigen; His$: sechs C-temiinale 
Histidinreste; Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V^: varia- 
ble Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 2 zeigt das Schema zur Konstruktion der Plasmide 
pDTSC3 x 19-LL und pDISC3 X 19-SL. c-myc: Sequenz, 
kodierend fur cin Epitop, das von dcm Antikorpcr 9E1 cr- 
kannt wird, Hisg: Sequenz, die fur sechs C-terminale Histi- 
dinreste kodiert; PelB: Signalpeptidsequenzder bakteriellen 
Pectatlyase (PelB -Leader); rbs: Ribosomenbindungsstelle; 
Stop: Stoppcodon (TAA); Vh und Vf,: variable Region der 
schweren und der leichten Kette. 

Fig. 3 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids 
pDISC3 x 19-LL. 6 x Ilis: Sequenz, die fur sechs C-termi- 
nale Histidinreste kodiert; hi a: Gen, das fiir |}-Lactamase ko- 
diert, die fur Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Ba- 
senpaare; c-myc: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das 
von dem Antikorper 9E10 erkannt wird; ColEl: Origin der 
DNA-Replikation; fl-IG: intergenische Region des Bakte- 
riophagen fl; Lac P/O: wt lac-Operon-Promotor/Operator; 
Linker 1: Sequenz, die fiir ein GlyGIy-Dipeptid kodiert, das 
die V]j- und V L -Domanen verkniipft; Linker 2: Sequenz, die 
fur ein (GIy4Ser)4-Polypeptid kodiert, das die hybriden 
scFv-Fragmcntc verkniipft; Pcl-B-Lcadcr: Signalpcptidsc- 
quenz der bakteriellen Pectatlyase; rbs: Ribosomenbin- 
dungsstelle; V H und V L : variable Region der schweren und 
der leichten Kette. 

Fig. 4 zeigt ein Diagraiiuu des Expressionsplasmids 
pDISC3 x 19-SL. 6 x His: Sequenz, die fiir sechs C-termi- 
nale Histidinreste codiert; bla: Gen, das fur ppaare; c-myc: 
Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 
9E10 erkannt wird; ColEi: Origin der DNA-Rcplikation; 
fl-IG: intergenische Region des Bakteriophagen fl; Lac 
P/O: wt lac-Operon-Promotor/Operator; Linker 1: Sequenz, 
die fur ein GlyGIy-Dipeptid codiert, das die Vh- und VL- 
Domanen verkniipft; Linker 3: Sequenz, die fur ein GlyGI- 
yProGlySer-Oligopeptid codiert, das die hybriden scFv- 
Fragmente verkniipft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz 
der bakteriellen Pectatlyase; rbs: Ribosomenbindungsstelle; 
V H und V L : variable Region der schweren und der leichten 
Kette. 

Fig. 5 zeigt die Nukleotid- und die davon abgeleitete 
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Aminosauresequenz des durch das Expressionsplasmid 
pDISC3 x 19-LL kodierten bivalenten F v -Anuk6rper-Kon- 
struktes. c-myc-Epitop: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, 
das von dem Antikorper 9E10 erkannt wird; CDR: Kompie- 
5 mentaritat bestimmende Region; Geriist: Geriistregion (Fra- 
mework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur sechs C- 
terminale Histidinreste kodiert; PeTB-T^ader Signalpeptid- 
sequenz der bakteriellen Pectalyase; RBS: Ribosomenbin- 
dungsstelle; V H und V L : variable Region der schweren und 

to der leichten Kette. 

Fig. 6 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosau- 
resequenz des durch das Expressionsplasmid pDlSC3 x 19- 
SL kodierten tetravalenten F v -Annkdrper-Konstruktes. c- 
myc-Epitop: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von 

15 dem Antikorper 9E10 erkannt wird; CDR: Komplementari- 
tat bestimmende Region, ( jeriist: ( Jeriistregion (Framework- 
Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fiir sechs Cterminale 
Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz 
der bakteriellen Pectalyase; RBS: Ribosomenbindungs- 

20 slelle; V H und V L : variable Region der schweren und der 
leichten Kette. 

Fig. 7 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosau- 
resequenz einer Verbindung zwischen einem Gen, das fiir 
cine a-Faktor-Tjcadcrscqucnz kodiert, und cincm Gen, das 

25 fur das tetravalente F v - Antikorper- Konstrukl codiert, in dem 
Pichia-Expressionsplasmid pPIC-DISC-SL. Alpha-Faktor- 
Signal: Leaderpeptidsequenz des Saccharomyces cerevi- 
siae-a-Faktor-Sekrelionssignals; V H : variable Region der 
schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

30 Fig. 8 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosau- 
resequenz einer Verbindung zwischen einem Gen, das fur 
eine a-Faktor-T^eadersequenz kodiert, und einem Gen, das 
fur das bivalcntc F v - Antikorpcr- Konstrukt. codiert, in dcm 
Pichia-Expressionsplasmid pPIC-DISC-LL. Alpha-Faktor- 

35 Signal: Leaderpeptidsequenz des Saccharomyces cerevi- 
siae-a-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable Region der 
schweren Kelte. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele er- 
lautert. 

40 

Bei spiel 1 

Konstruktion der Plasmide pDISC3 x 19-LL und pDISC3 x 
19-SL zur Expression von bivalenten, bispezifischen bzw. 
45 tetravalenten, bispezifischen F v -Antik5rper-Konstrukten in 
Bakterien 

Die Plasmide pIIOG-aCD19 und pIIOG-dmOKT3, wel- 
che fur die scF v -Fragmente codieren, die von dem Ilybri- 

50 dora HD37, das fur mcnschlichcs CD 19 (Kipriyanov ct al., 
1996, J. Immunol. Meth. 196, 51-62) spezifisch ist, bzw. 
von dem Hybridom OKT3, das fiir menschliches CD3 (Ki- 
priyanov et al., 1997, Protein Eng. 10, 445-453) spezifisch 
ist, abgeieitet sind, wurde zur Konstruktion von Expressi- 

55 onsplasmiden fur ein einzelketuges F v -Antik6rper-Kon- 
strukt verwendet. Ein PCR-Fragment 1 der Vji-Domane von 
Anti-CD 19, gefolgt von einem Segment, das fiir einen Gly- 
GTy-Linkcr codiert, wurdc untcr Vcrwcndung der Primer 
DPI, 5 '-TC ACACAGAATTCTTAG ATCTATTAAAG AG- 

60 GAGAAATTAACC, und DP2, 5'- AGCACA CGATAT- 
CACCGCCAAGCTTCGGTGTTGrnTGGC, erzeugt 
(vgl. Fig. 2). Das PCR-Fragment 1 wurde mil EcoRI und 
EcoRV gespalten und nut dem nut EcoRI/EcoRV lineari- 
sierten Plasmid pHOG-dmOK'I3 ligiert, wodurch der Vek- 

65 tor pIIOG 1 9-3 erzeugt wurde. Das PCR-Fragment 2 der V L - 
Domane von Anti-CD 19, gefolgt von einem Segment, das 
fur ein c-rayc-Epitop und einen Hexahistidinylschwanz co- 
diert, wurde unter Verwendung der Primer DP3. 5'-AGCA- 
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CAC AAGCTT GGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAAC- 
TCCA, und DP4, 5-AGCACACTCTAGAGACACACA- 
GATCT mGTGATGGTGATGGTGATGTGAGrTTAG- 
G, erzeugt. Das FCR-Fragment 2 wuide mit Hindffl und 
Xbal gespalten und mit dem durcb HindUI/Xbal linearisier- 
ten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch der Vektor 
pHOG3- 1 9 erhalten wurde (vgl. Fig. 2). Das fur das hybride 
scFv-3-19 codierende Gen in dem Plasmid pHOG3-19 
wurde miuels PGR mit den Primern Bi3sk, 5'- 
CAGCCG GCCATGG CGCAGGTGGAACTGCAGCAG 
und entweder Li-1, 5-TATA- 

TACTG CAGCTG CACCTGGCTACCACCAC- 
CACCGGAGCCGCCACCACCGC1ACCACCGGCGCC- 
AGAACCACCACCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCC- 
CG, zur Erzeugung eines langen flexiblen (GIy4Ser)4-inter- 
scFv-Linkers (KH-Fragment 3, vgl. Fig. 2) oder Li-2, 5'- 
TATATACTGCAGCTGCACCTGCGACCCTGGGCCAC- 
CAGCGGCCGGAGCATCAGCCGG, zur Erzeugung eines 
kurzen, starren GGPGS-Linkers (PCR-Fragment 4, vgl. Fig. 
2) ampbTiziert. Die Expressionsplasmide pDISC3 x 19-LL 
und pDISC3 x 19-SL wurden durch Ligierung des Ncol/ 
PvuII-Restriktionsfragments aus pHOG 19-3, umfassend 
das Vektorgeriist und die NcoI/PvuE-gespaltenen PCR- 
Fragmcntc 3 bzw. 4 konstruicrt (vgl. Fig. 3, 4). Die vollstan- 
dige Nukleotid- und Proteinsequenzen der bivalenten bzw. 
tetravalenten F v -Antik6rper-Konstrukte sind in den Fig. 5 
bzw, 6 angegeben. 

Beispiel 2 

Konstruktion der Plasmide pPIC-DISC-LL und pPIC- 
DISC-SL zur Expression von bivalenten, bispezifischen 
bzw. tetravalenten, bispezifischen F v -Antikorpcr-Konstruk- 
ten in Hefe . 

(A) Konstruktion von pPIG-DISG-SL 

Der Vektor pPICZaA (Invitrogen B V, Leek, Niederlande) 
zur Expression und Sekretion von rekombinanten Proteinen 
in der Ilefe Pichia pastoris wurde als Ausgangsmaterial ver- 
wendet. Er enrhaltein Gen, das fiir das Saccharomyces cere- 
visiae a-Faktor-Sekretionssignal codiert, gefolgt von einem 
Poly linker. Die Sekretion dieses Vektors beruht auf dem do- 
minanten selektierbaren Marker, Zeocin™, der sowohl in 
Pichia als auch in E. coli bifunkuonell ist. Das Gen, das fur 
das tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukt (scDia-SL) co- 
diert, wurde mittels PGR von der Matrize pDISC3 x 19-SL 
unter Verwendung der Primer 5-PIC, 5'- 
CGG TGAATTCC AGGTGCAAGTGCAG- 
CAGTCT(KXKK:TGAA(:TGGC, und pSEXBn 5- 
GGTCGACGTTAACCXjACAAACAACAGATAAAACG 
amplifiziert. Das so erhaltene PGR-Produkt wurde mit 
EcoRI und Xbal gespalten und in mit EcoRHXbal lineari- 
sienes pPICZaA ligieru Es wurde das Expressionsplasmid 
pPIC-DiSC-SL erhalten. Die Nukleotid- und Proteinsequen- 
zen des tetravalenten F v -Antikorper-Konstruktes sind in 
Fig. 7 gezeigt. 

(B) Konstruktion von pPIC-DISC-LL 

Die Konstruktion von t pPIC-DISC-LL wurde auf der 
Grundlage von pPIGZaA (Invitrogen BV, Leek, Nieder- 
lande) und pDISG3 X 19-LL (vgl. Fig. 3) durchgefuhrt. Die 
Plasmid-DNA pPICZaA wurde mit EcoRI gespalten. Die 
uberstebenden 5-Enden wurden unter Verwendung eines 
Klenow-Fragments der E. coli-DNA-Polymerase I aufge- 
fullt. Die so erhaltene DNA wurde mit Xbal gespalten, und 
das groBe Fragment, umfassend den pPIG- Vektor, wurde 



19 846 A 1 

6 

isoliert. Analog wurde die DNA von pDISC3 x 19-LL mit 
Ncol gespalten und mit einem Klenow- Fragment behandelt. 
Nach der Spallung mil Xbal wurde ein kleines Fragment, 
umfassend ein fur den bivalenten F v -Antik6rper kodieren- 
5 des Gen, isoliert. Dessen Ligierung mit einer pPlC-abgelei- 
teten Vektor-DNA ergab das Plasmid pPIC-DISC-LL. Die 
Nukleotid- und Proteinsequenz des bivalenten Fv-Antikor- 
per-Konstruktes sind in Fig. 8 gezeigt 

10 Beispiel 3 

Expression des tetravalenten bzw. bivalenten P-Antikor- 
per-Konstruktes in Bakterien 

15 E. coli-XLl-Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA), die 
mit den Expressionsplasmiden pDISC3 x 19-LL bzw. 
pDISC3 x 19-SL transformiert worden waren, wurden uber 
Nacht in 2xYT-Medium mit 50ug/ml Ampicillin und 
100 mM Glucose (2xYT Ga ) bei 37°G gezuchtet. 1 : 50-Ver- 

20 diinnungen der Obernachtkulluren in 2xYTga wurden als 
Kolbenkulturen bei 37°C unter Schutteln nut 200 UpM ge- 
zuchtet. Als die Kulturen einen ODgoQ-Wert von 0,8 erreicht 
hatten, wurden die Bakterien durch lOminutige Zentrifuga- 
tion mit 1500 g bei 20°C pcllcticrt und in dem gleichen Vo- 

25 lumen eines frischen 2xYT- Mediums, das 50 ug/ml Ampi- 
cillin und 0,4 M Saccharose enthielt, resuspendiert. IPTG 
wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,\ mM zugesetzt, 
und das Wachstum wurde bei Raumtemperalur (20-22°G) 
18—20 h fortgesetzt. Die Zellen wurden durch lOnuniitige 

30 Zentrifugation mit 5000 g bei 4°C geerntet. Der Kulturiiber- 
stand wurde zuriickgehalten und auf Eis gelagert. Um die 
loslichen periplasmatischen Proteine zu isolieren, wurden 
die pcllcticrtcn Bakterien in 5% des Anfangsvolumcns an 
eiskalter 50 mM Tris-HCI, 20% Saccharose, 1 mM EDTA, 

35 pH 8,0, resuspendiert. Nach einer 1 stiiodigen Inkubation 
auf Eis unter gelegentlichem Ruhren wurden die Spharopla- 
sten mil 30.000 g 30 nun bei 4°C zentrifugierl, wobei der 
losliche periplasmatische Extrakt als Oberstand und die 
Spharoplasten mit dem unloslichen periplasmatischen Ma- 

40 terial als Pellet erhalten wurden. Der Kulturiiberstand und 
der losliche periplasmatische Extrakt. wurden vereinigt, 
durch weitere Zentrifugation (30.000 g, 4°G, 40min) ge- 
klart. Das rekombinante Produkt wurde durch Ammonium- 
sulfalfallung (Endkonzentration 70% Sattigung) eingeengt. 

45 Das Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugation (10.000 g, 
4°G, 40 min) gewonnen und in 10% des Anfaogsvolumens 
an 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCi, pH 7,0, aufgelost. Eine im- 
mobilisierte Metailaffinitatschromatographie (LMAC) 
wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule an chela- 

50 ticrender Scpharosc (Pharmacia), die rait ('u 2+ bcladcn war 
und mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,0 (Startpuffer) 
equilibriert worden war, durchgefuhrt. Die Probe wurde 
durch ihr Leiten Uber die Saule aufgeladen. Sie wurde dann 
mit zwanzig Saulenvolununa SlartpuITer, gefolgt von Start- 

55 puffer mit 50 mM Imidazol, bis die Absorption bei 280 nm 
des Effluenten minimal war, gewaschen (etwa dreiBig Sau- 
lenvolumina). Das absorbierte Material wurde mit 50 mM 
Tris-HCI, 1 M NaCl, 250 mM Tmidazol, pH 7,0, cluicrt. 
Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bradford- 

60 FarbstofTbindungstest (1976, Anal. Biochem., 72, 248 254) 
unter Verwendung des Bio-Rad(Munchen, Deutschland)- 
Proteinassaykits bestimmt. Die Konzentrationen der gerei- 
nigten tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik6rper-Kon- 
strukte wurden aus den ATso-Werten unter Verwendung der 

65 Extinktionskoeffizienten e*W ml = 1,96 bzw. 1,93 bestimmt. 
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Bei spiel 4 1 mM Pyruvat supplemenliert war, bei 37°C in einer be- 

feuchteten Atmosphare mit 7,5% CO2 inkubiert. Die cytoto- 

Expression des tetravalenlen bzw. bivalenlen Anukorper- xisehen T-Zell-Tesls wurden in RPMI-1640-Medium, das 

Konstruktes in der Hefe Pichia pastoris rait 10% FCS, 10 mM HEPES, 2 mM Glutamin, 1 mM Py- 

5 ruvat und 0,05 mM 2- ME supplementiert war, durchgefuhrt. 

Kompetente P. pastoris GS155-Zellen (Invitrogen) wur- Die cytotoxische Aktivitat wurde unter Verwendung eines 

den in Gegenwart von 10 pg Plasmid-DNA von pPIC- Standard [ 5 l Cr]-Freiset7iingstesLs bewertet; 2 x 106Zielzel- 

DISC-LL bzw. pPIC-DISC-SL, die mit Sad linearisiert len wurden mit 200 uCl Na[ 51 Cr]0 4 (Amersham-Buchler, 

worden war, elektroporiert. Die Transformanten wurden 3 Braunschweig, Deutschland) markiert und 4mal gewaschen 

Tage bei 30°C auf YFD-Platten, die lOOpg/ml Zeocin™ 10 und anschlieBend in Medium in einer Konzentradon von 2 x 

enthielten, selektiert. Die Klone, die bivalente bzw. tetrava- lOVral resuspendiert Die Effektorzellen wurden auf eine 

lente F v -AnUkorper-Konstrukte sezernierten, wurden durch Konzentration von 5 X lC^/ml eiogestellL Zunehmende 

Plattenscreening unter Verwendung eines anti-c-myc-mAk Mengen an ClLs in 100 ul wurden auf 104 ZielzeUenAfer- 

9E10 (IC Chemikalien, Ismaning, Deutschland) selektiert. tiefung in 50 ui dtriert 50 ul Anukorper wurden jeder Ver- 

Zur Expression der bivalenten bzw. tetravalenten F v - An- 15 tiefung zugesetzt. Der gesamte Test wurde dreifach ange- 

tikorper-Konsirukte wurden die Klone in YPD-Medium in setzt und 4 h bei 37°C inkubiert 100 ul des fjberstands wur- 

Schuttelkolben 2 Tage bei 30°C unter Ruhren geziichteL Die den gewonnen und auf [ 5l Cr]-Freisetzung in einem gamma- 

Zellen wurden zentrifugiert, in dera gleichen Voiuraen des Zahler (Cobra Auto Gamma; Canberra Packard, Dreieicb, 

Mediums, das Methanol enthielt. resuspendiert und weitere Deutschland) getestet. Die maximale Freisetzung wurde 

3 Tage bei 30°C unter Riihren inkubiert. Die Obersliinde 20 durch Iokubauon der Zielzellen in 10% SDS bestuiuiit, und 

wurden nach der Zentrifugation gewonnen. Das rekombi- die spontane Freisetzung wurde durch InkubaUon der Zellen 

name Produkt wurde durch Ammoniumsuifatfallung, ge- in Medium allein bestimmL Die spezifische Lyse (%) wurde 

folgt von MAC, wie vorstehend beschrieben, isoliert. berechnet als: (exr>erimentelle Freisetzung - spontane Frei- 

scty.ung)/(- maximale Freisetzung - spontane Freisetzung) x 

Beispiel5 25 100. 



Charakterisierung des tetravalenten bzw. bivalenten F v -An- 
tikorper-Konslruktes 



Fine analytische Gel filtration der F v -Antikorper-Kon- 
struktc wurde in PBS unter Verwendung einer Supcrdcx- 
200-HR10/30-Saule (Pharmacia) durchgefuhrt. Das Proben- 
volumen und die FlieBgeschwindigkeit betrugen 200 ul/min 35 
bzw. 0,5 ml/min. Die Saule wurde mit hoch- und niedermo- 
lekularen Gelfittrations-Kalibrauonskits (Phannacia) kali- 
briert. 

(B) DurchfluBzytometrie 40 

Die menschliche CD3 + /CD19 -akute-T-ZeU-Ixukamieli- 
nie Jurkat und die CD19 + /-CD3"-B-Zellinie JOK-1 wurden 
fiir die DurchfluBzvtometrie verwendet. 5 x 10 5 Zellen in 
50 ul RPM 1640-Medium (GIBCO BRL, Eggestein, 45 
Deutschland), das mit 10% FCS und 0,1% Natriumazid sup- 
plementiert war (als vollstandiges Medium bezeichnet), 
wurden mit 100 ul der F v -Antik6rper-Praparate 45 min auf 
Eis inkubiert. Nach Waschen mit dem vollstandigen Me- 
dium wurden die Zellen mit 100 ul 10 ug/ml anti-c-myc- 50 
Mak 9E10 (IC Chemikalien) in dem gleichen Puffer 45 min 
auf Eis inkubiert. Nach einem zweiten Waschzyklus wurden 
die Zellen mit 100 ul des FTTC-markierten Ziege-anti- 
Maus-IgG (GIBCO BRL) unter den gleichen Bedingungen 
wie vorher inkubiert. Die Zellen wurden dann erneut gewa- 55 
schen und in 100 ul 1 ug/ml-Propidiuraiodid-Losung 
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in vollstandigem Me- 
dium unter AusschluB von tot.cn Zellen resuspendiert. Die 
relative Fluoreszens der gefarbten Zellen wurde unter Ver- 
wendung eines FACScan-DurchfluBzytometers (Becton 60 
Dickinson, Mountain View, CA) gemessen. 

(O Cytotoxizitatstest 

Die CD19-exprimierende Burkitt-Lymphoma-Zellinie 65 
Raji und Namalwa wurden als Zielzellen verwendet. Die 
Zellen wurden in RPMI 1640 (GIBCO BRL), das mit 10% 
hitzeinaktiviertem FCS (GIBCO BRL), 2 mM Glutamin und 



Patentanspriiche 

1. Multivalentes F v - Anukorper- Konstrukt nut minde- 
stens vier variablen Domanen, die iiber die Peptidlin- 
ker 1, 2 und 3 miteinander verbunden sind. 

2. F v -Antikorper-Konstrukf nach Anspruch 1, wobei 
die Pcptidlinkcr 1 und 3 0—10 Aminosaurcn aufweiscn. 

3. Fv-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 2, wobei 
die Pepudlinker 1 und 3 die Aminosauresequenz GG 
aufweisen. 

4. Fy-Anlikorper-Konslrukl nach einem der Ansprii- 
che 1-3, wobei das F v - Anukorper- Konstrukt bivalent 

ist 

5. F v -Antikdrper- Konstrukt nach Anspruch 4, wobei 
der Peptidlinker 2 1 1-20 Aminosauren aufweist. 

6. F v - Anukorper- Konstrukt nach Anspruch 4 oder 5, 
wobei der Pepddlinker 2 die Aminosauresequenz 
(G 4 S) 4 aufweist. 

7. F v - An tikorper- Konstrukt nach einem der Ansprii- 
che 1-3, wobei das F v -Antikdrper-Konstrukt tetrava- 
lent ist. 

8. F v - An tikorper- Konstrukt nach Anspruch 7, wobei 
der Peptidlinker 2 3-10 Aminosauren aufweist. 

9. F v -Antikorpcr- Konstrukt nach Anspruch 7 oder 8, 
wobei der Peptidlinker 2 die Aminosauresequenz 
GGPGS aufweist. 

10. Fv-Antikorper-Konstrukt nach einem der Ansprti- 
che 1-9, wobei das F v -Anlikorper-Konslrukl muldspe- 
zifisch ist. 

11. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 10, wo- 
bei das F v -Antikorper-Konstrukt bispezifisch ist. 

12. F v - An tikorper- Konstrukt nach einem der Ansprii- 
che 1-9, wobei das F v -Andk6rper-Konstrukt monospe- 
zifisch ist. 

13. Verfahren zur Herstellung des muldvalenten F v - 
Antikarper-Konstruktes nach einem der Anspruche 
1-12, wobei fiir die Peptidlinker 1, 2 und 3 kodierende 
DNAs mit fiir die vier variablen Domanen eines F v - An- 
tikorper-Konstruktes kodierenden DNAs ligiert wer- 
den derart, daB die Peptidlinker die variablen Domanen 
miteinander verbinden, und das erhaltene DNA-Mole- 
kiil in einem Expressionsplasmid exprimiert wird. 



(A) GroBenausschluBchromatographie 30 



40 
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14. Expressionsplasmid, kodierend fiir das multiva- 
lent Fy-Antikorper-Konstrukt nach einem der Ansprii- 
che 1-12. 

15. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich 
pDISC3 x 19-LL. 5 

16. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich 
pDTSC3x 19-ST. 

17. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich 
pPIC-DISC-LL. 

18. Expressionsplasmid nach Anspruch 14. namlich 10 
pPIC-DISC-SL. 

19. Verwendung des multivalenten F v -Antikdrper- 
Konstruktes nach einem der Anspriiche 1-12 zur Dia- 
gnose und/oder Therapie von Erkrankungen. 

20. Verwendung nach Anspruch 19, wobei die Erkran- 15 
kungen virale, bakterielle oder Tumor-Erkrankungen 
sind. 
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Ecofll RSS PeJB leader Ncol 

1>MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAM 
♦ Frame-Hi VH anti-CD3 

92 CQCAGGTGCAACTGCAGCAGTC 

22^A Q V Q LQQ SGAELARPGASVKMSCKASGYTFT 
COR-H1 Frame-H2 COR-H2 

183 TAGGTAC^CGATG^CTCXXTEAAAACAG^ 
52> RYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYT 

Frame-H3 

267 TAATTACAATCAGAAGTTCAAQQACAAGGCCACATK^^ 
80> N Y N Q K F K D KATLTTDKS S STAYMQLSSLT 

CDR-H3 Frame-H4 

354 ATCTC^GGACTCTGCAGTCTA^ 

109> SEDSAVYYCARYYDDHYS LDYWGQGTTL 
CH1 Linker 1 Frame-L1 VL antl-CD19 

440 e^rcrQCTC AG^^ 

138>T VSSAKTTPK LG GDILLTQTPASLAVSLGQ 
CDR-L1 Frame-L2 

530 GGGCCAOSflXTCCTCX^^ 

168>R ATISC K A S Q S V D Y D G D S Y L.NWYQQIPG 

CDR-L2 Frame- L3 

614 AGCCACCCAAACTKXnCATCTATGATG 

196>Q PPK LLZY D A S N L V S GXPPRFSGSGSGTDF 

CDR-L3 Frame-L4 

702 CACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGAA 

225> TLNIHPVEKVDAATYHCQ Q S T E DPWTFGG 
C kappa Notl Linker 2 

790 GGC^CCAAGCTGGAAATCAA ACGGGCTGATGCTG CGGC^ 

255^ GTKLEIKRADAAAAGGGGSGGGGSGGGG 

Pvull Frame-H1 VH anti-CD19 

874. TCCGGTGGTGGTGGTAGCCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTG^ 

283> S G G G G S Q VQ LQQS GAELVR PGS SVK I S CK 

COR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

962 CITCTQGCraTGCATira ^ 

312>A SG YAFSS YWMNWVRQRPGQGLEWIGQ IW 

Pstl Frame-H3 

1049 CTGGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAAGTTCAAGGGTA AAGCCACTCT^^ 
341>P G DG D T. N YNG KFKGKATLTADESSSTAY 

CDR-H3 

1133 TGCAACTCAGCAGCE!TAC£AT^ 
369>M QLSSLASEDSAVYFCARR E T T T V G R Y Y Y 
Frame-H4 CH1 Linker 1 Frame-L1 

1219 GCTATGGACTACTC GGGTCAAGGAACCICA^ 
398> AM D Y WGQGTSVTVSSAKTTFKLG G DIVLT 
VL anti-CD3 CDR-L1 
1307 AGTCTCCAGCAATCATGTCTGC^ 
427>QSPAIMSASPGEKVTMTCS A S S S V S Y MNW 
Frame-L2 CDR-L2 Frame-L3 

1393 TACCAGCAGAAGICAGGCACCTCCCCC^ 
456> YQQKSGTS PKRWIY D T S K L A SGVPAHFRG 

CDR-L3 

1481 GTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTC^^ 
485>S GSGTSYS LTISGMEAEDAATYYC Q Q W S S N 

Frame-L4 C kappa c-myc epitope 

1569 CCCATTCACGT im5CTCGGGGACAA&GTI^^ 
514> P F T FGSGTKLEINR.ADTAPTGS E Q K L I S 

His6 tail Xbal 
1655 AAgAAgACCTAAACTCACATCACCATCACCATCACTAATCT^ 
543>E E D LNSHHHHHH • 
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EcoRI RBS PelB leader Ncol 

1 GAATICATTAAASAg^AAATEAAQCATG^ 

1>MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAM 
♦ Frame-H1 VH anti-CD3 

92 CGO\QC7rcCAACTGCAQCA^ 

22>A QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFT 
CDR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

183 TAGGTACACGATGCAC IOGGgW\ACAGAG^^ 
52> RY T M HWVKQRPGQGLEWIGY I N PS RG YT 

Frame-H3 

267 TAATTACAATCAGAAGTTCAAGGACA AGQCX^C^^ 
80> N Y N Q K F K DKATLTTDKSSSTAYMQLSSLT 

CDR-H3 Frame-H4 

354 ATCTGftGGACTCIGCAGTCiaTTM^ 

109> SEDSAVYYC'ARY Y D D H Y S L D YWGQGTTL 
CH1 Linker 1 Frame-Li VL anti-CD19 

138>T VSSAKTTPKLG G DILLTQTPASLAVSLGQ 

C0R-L1 Frame-L2 
530 QGGO^CATCTCeTGC A^GGCCAGCCAAAGTGT^ 

168>R ATISC.KA S Q S V D Y DG D S Y LNWYQQIPG 

CDR-L2 Frame-L3 

614 AGOCaOXaAACTCCICATCI ^ 

196>Q PPKLLIYD A S N L V S GIPPRFSGSGSGTDF 

CDR-L3 Frame-L4 

702 CAOCCTCAACAJXTCATCXTTCTQ^^ 

225> TLNIHPVEKVDAATYHC Q Q S T E D PWTFGG 

C kappa Not! Linker 3 Pvull Frame-H1 

790 GGCACCAAGCTOGAAATCAA ACGGGCT^ 

255> GTK.LEIKRADAAAA. G G P G SQVQLQQSGAEL 

VH anti-CD19 CDR-H1 Frame-H2 

879 GGTSAGGCCIGGGTCCTCAGIGAAG^ 

284> VRPGSSVKISC.KASGYAFS S Y W M NWVKQR 

CDR-H2 

968 CTGGACAGGGiClTGAGTQGATIX33 ACAGATTT^ 

314>P GQGLEWIGQ I W P G D G D TNYNG KF KGKA 
Frame-H3 

1051 ACTCTSACTGCAGACGAATCCTCCAGCA^ 
342> TIiTADES S STAYMQLS SLASEDSAVYFCAR 
CDR-H3 Frame-H4 CH1 

1142 GGGAGACTACGACGGTAGGCCGTTATTACTATGCTA^ 
372 ► R E T T T V G R Y Y Y A M D Y WGQGTSVTVSSAK 
Linker 1 Frame-Li VL anti-CD3 
1226 C AACACCC A AGCTT GGC G G It^TATCGTQCTCACTCAGT^ 
400>T TPKLG G D IVLTQS PAIMSAS PGEKVTMTC 

CDR-L1 Frame-L2 CDR-L2 

1316 QTGCCAQCTCAAGTQTAAQTTACATGAACTGg 
430> S AS S S V S YMNWYQQKSGTSPKRWIYDTS K 
Frame-L3 

1401 ACT GGCTTCTG GftGTCCCTGCTCACTTC^^ 
458> L A S GVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDA 

CDR-L3 Frame-L4 C kappa 

1491 TGCC^CTTATTACTTC CAGCAGTGGAGTAGT^ 
488> ATYYCQ Q W S S N P F TFGSGTKLEINRADTA 
c-myc epitope His6 tail Xbal 

1578 ACCAACTGGATCCgAAgAAAAGCTCar^^ 
517> PTGS E. Q K L I S E E D LNSHHHHHH • 
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941 ATGAGATTTCCTTCAATIT^ 

!► M RFPS I FTAVLFAASSALAAPVNTT 

alpha-factor signal 

1015 AACAGAAGATGAAACGGCACA^ 

25^ T EDETA QI PA EA V I GYSDLEGDFD 

1089 TTGCTGTITBXCA!ITTTC 

50>V AVLPFSNSTNNGLLF I NTTIASIA 



1163 GCTAAAGAAGAAGGGOTATCTCTC^ 

75> AKEEGVSLEKREAEAEFQ V Q L Q Q S 

VH anti-CD3 

1234 TGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
98> GAELARPGASVKMSCKAS 



EcoRI 



Xhol 
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941 ATGAGATTTCCTTCAATITIT^ 

1> M R F P S I FTAVLFAA SSA LAA PVNTT 

alpha-factor signal 

1015 AAGAGAAGATC&AACGG^ 

25> TEDETAQI PAEAVI GYSDLEQDFD 

BsrDI 

1089 TTGCTGTTTTGCCA^^ 

50^V AVLPFSNSTNNGLLF I NTTIASIA 



1163 GCTAAAG&AGAAGGGGTATC^^ 

75^ A KEEGVSLEKREA EAEFMA QV Q L Q 

VH anti-CD3 

1235 CAGTCTGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
99> Q S G A ELARPGASVKMSCKAS 



EcoRI 



Xhol 



♦ 
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